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へ マ トポ ル フ ィ リ ン 誘導体 くHpDI と光照射 に よ る光線力学的療法 くP D Tlの 細胞 レ ベ ル で の障害
を明ら か に す る目的に て ， Bp8 マ ウス 腹水肉腫細胞を用 い ， その HpD 取り込 み， お よ び P D T の効果 を分
光学的お よ び 生化学的にin vitn に て検討 した． 細胞結合 HpD の螢光発光強度く入ex 402nm ， 1e m 632
n mlに よ り測定 した細胞内 HpD 濃度 は HpD 処理時間の延長に 伴 い ， HpD 処理時間 30分ま では 急激な 上
昇 が認 めら れ ， そ の 後120分ま で は綬徐な上 昇が認 めら れ た． ま た， HpD 濃度100JLgノml まで は HpD濃
度の 上 昇 に伴 う細胞内 HpD 濃度の急激 な上 昇が認め られ ， 150jLglml 以上で は， 細胞内 HpD 濃度 の上昇
は綬徐 とな っ た ． 30分間 HpD 処 理 し， 遊離 HpD 洗浄後培養 を 4 時間まで継続 して も， 細胞内 HpD 濃度
に 変化は認め ら れな か っ た
．
Bp8細胞 を 2JLglmlの IlpD を含む Ha m
，
sF lO培養液中で 30分間培養後，
遊離 HpD を洗浄除去 し， 培養 を継続 した． 洗浄直後， 2， 3お よ び 4 時間後 に 10％仔牛血清を含む Ha m
，
s
FlO培養液中 で 光照 射 く570－640n m，22m WIc m2， 3分間l を行い ， さ ら に 同培養液中で 6時間培養を
継続 し， 2時 間ごと に ， 0． 1％ Lis samine Gr ee nB を用 い た dye e x clu sio n法 に よ り生残細胞数 を， Perc oll
den sity gr adie nt c entrifugatio nに より細胞比重の 変化も観察 し た． ま た P D T後 に お け る細胞の 3H ．
thymidin e，
3H－ u ridin e， 1 4C－leucin e取り込 み を測定 し， D N A， R N A お よ び蛋白合成の変化 を検討 した．
HpD 処理直後 に 光照射 を行 う と， 細胞膜障害 を示唆す る高比 重細胞数の 減少および 細胞生残率の 減少が認
めら れ た． d 九 蛋白合成 は阻害さ れ たが ， D N A およ び R N A合成 に は変化は認 めら れな か っ た ． HpD処
理 か ら光照射 ま で の 時間が 延長す るに したが っ て， 細胞膜障害を示 唆す る値 に減少が認 められ た が， 依然
と して， 蛋 白合成阻害は認め られ， さ らに D N A合成阻害も認め られ た ． 以 上 の P D Tに よ る細胞膜障害や
蛋白お よび D N A合成 へ の 影響の 経時的変化は， HpD細胞内局在 あ る い は HpD の 分子形態の 経時的変化
を示 唆する も の で あり ， 臨床的に 最大 の PD Tの 効果を得る タイ ミ ン グ を推察す る上 で 重 要な 所見である
と考 えられ た．
Key w ords hem atopo rphyrin deriv ativ e， photodyn a mic cell killing effect，
D N A－ ， R N A－ a nd Protein －Synthes es
アク リ ジ ン 色素 を取 り込 ん だ微生 物が 光照 射に よ り
不 活化さ れ る こ と が 190 年に 発見 さ れ， こ の 作用 は
photodyn a mic a ctio n く光線 力学的作 用l ま た は
photos e n sitiz atio nく光増感作 鞘 と呼ばれた1I2J． その 後，
種々 の 色素が光増感物質 くphoto s e n sitize rl と して報
告され ， あ る種 の ポ ル フ ィ リ ン3卜 6切 強い 光増感作用
と悪 性腫 瘍 を含 め た発育の 早い 細胞や組織へ の 高 い 親
和性が報告さ れ， それ に 対 し可視光線照射 をお こ なう
光線力学的療法 くphotodyn amic ther ap y， P D Tl の
報 告が次第 に 散見さ れ る よ う に な っ た7ト1 3I． そ の 後
Lips o nら
1 41に よ り紹 介さ れ た へ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 誘
導体 くhe m atopo rphyrin de riv ativ e， HpDl は， 正 常
組織よ り 悪性腫 瘍組織に 長時間と どまる 性質が さ ら に
大き い の で ， HpD特有の 螢光 を利用 した 腫瘍の 検出，
お よ び P D T な ど臨床応用 の 可能性 が強く 示 唆さ れ
た 瑚
． 当教 室 に お い て も， 1982年よ り HpD 投与後
Abbr eviatio n s 二HpD， he m atoporphyrin deriv ativ e三 P C A， per Chloric acid三 P D T， photo－
dyn a mic ther apy．
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ア ル ゴ ン 色素 レ ー ザ ー 赤色光 く波長 630n mう照射 に よ
る P D Tを膀胱腫瘍 に応 用 し， その 基礎的研究 と共 に
臨床成績に つ い て 報告 して き た1
6卜 湖
P D Tの 殺細胞機序 と して ， 光 エ ネル ギ ー を吸収 し た
HpD か らも た ら され る励起
一 重項 酸素の 強い 酸化作
用が重要視さ れ て い るが 抑
2り
， そ の 作用 機序 に は な ぬ
不明な 点が 多い ． P D Tの 標的器官 と し て は， 主 に 才乃
びゴ如 の 実験系か ら細胞膜乃
2 2I2封
， 核2 4卜 2 91， ミ ト コ ン ド
リ ア31 3 0ト 抽 ， ライ ソゾ ー ム 叫 な どが考 え られ て い るが ，
HpD 処理 時間な らび に HpD 処理 か ら光 照 射 ま で の
時間な どの実験条件 の羞に よ り効果が異 な っ て い る よ
う で ある． 三好 ら3 5潮 は， 膀胱癌由来培養細胞 を用 い
て ， 細胞結合 HpD の 分光学的特性が経時的に 変化 す
る こ と ， さ ら に HpD 処理後長時間培養 した 後の 光照
射 に より高い 殺細胞効果が認め ら れ る こ と を報告 して
い る． その 他に も細胞培養時間の延長 と と も に HpD
の細胞内局在や結合様式が変化す る と の報告も散見さ
れ る37潮 ． つ まり， こ の よう な HpD の 細胞内局在 や結
合様式の経時的変化が ，P D Tに お ける標的器官の 違 い
や 殺細胞効果の経時的変化に 関与 して い る と考 えら れ
る
．
著者は， こ れ ま で に 示 唆さ れ た HpD の 細胞内局在
や結合様式の 経時的な変化 に つ い て さ ら に検 討を加 え
る と共 に ， P D T の殺細胞効果発現 に つ い て， マ ウ ス 腹




実験 に は Bp8マ ウ ス 腹水肉腫細胞 を用 い た． 3カ
月 令雄 N M R工マ ウ ス の 腹腔内 へ 3 XlO
7 個の 細胞 を
移植 し， 7－10 日 ごと に pa ss age を行 っ た ． 細胞移植
後4 日目に ， マ ウス を頚椎脱 臼 に て 屠殺し細胞 を採取
し た． Tris－ NaCl－E D T A buffer くTris O．1 m olll，
NaCl O．07m ol几 E D T AO．005m olll， pH 7．5， Tris
bufferンで 2 回洗浄後， Btirke r血 球計算盤 に て細胞数
を算定 し実験 に 用 い た．
培養液としてHa m
，
s F lOくFlo w Labo r ato ry， U ．K ．J
に しgluta mine く146．2 m g11 お よ び P E S T
くpenicillin， StrePtO myCin， 100 IElml を加 えた もの
くF C．Ol， お よび 10％仔牛血清 を含む F C－0くF C－101を
用 い た． また ， 光感作物質 と して HpD くP hotofrin I，
On c olog y Re s e a rch a nd Dev elopm e nt In c－ ， Ne w
Yo rkl を用 い た． 以下 HpD を用い た す べ て の実験は
遮光 した試験管内で行 っ た ．
H ． HpD 濃度お よ ぴ EpD 処理 時間の 検討
F C－0 を用い て 5．OXlO6c e11sノmlの 細胞浮遊液 を作
成 し， 直径 10m m の ガ ラ ス チ ュ ー ブ に 2 mlあ て 分注
し た． 最終濃度が 10， 50， 100， 150， 200ノノgノmI とな
る よう に HpD を加え，3 アC で種 々 の 時間 く30，60，90，
120分l 培善し た後， 細胞 を 5 ．Omlの Tris bufferに
て 2回 洗浄 し2．O mlの F C－0 で再 び 細胞浮遊液を作
製 し た． HpD の 細胞内濃度 は L S－5 Lu min e sce nc e
Spe ctr o m et rくPe rkin－ Elm erLtd． ， U ．K －1 を用 い た
HpD の螢光発光強度の 測定 く入e x 402 n m ， 入e m 632
n ml に よ り求 めた ． Bp8細胞 に 結合 した HpD は632
n m に 螢 光発光 ピ ー ク を有 して お り， 同じく 632n m に
発 光 ピ ー ク を有 す る 5％牛血清 ア ル ブ ミ ン 水 溶液中
HpD の 螢光発光強度よ り標準曲線 を作成 し， HpD の
相対的細胞内濃度 を求 めた ．
2 ． HpD 処理 後 の 培養時間 に よ る細胞内 HpD 濃
度の 変化
FC－0 を用 い た 5．OXlO
6
c ells mlの 細 胞浮遊液2．O
ml に， 最終濃度が 10， 50， 100， 150， 200ノJgノml と な
る よ う に HpD を加え ， 37
0
C で 30分間培養し た後， 細
胞 を5．O ml の Tris buffe rに て 2回 洗浄し 2■O mlの
F C－0 に て再び細胞浮遊液 を作製 した． そ の 後 4時間ま
で 37
0
C で培養 を続け ， HpD 処理 直後， 2 時間後お よび
4時間後に 細胞内 BpD 濃度 を前述の ごと く螢光発光
強度 よ り求 めた．
III． HpD OID N Asynthe sis r ate に 及 ぼす 効果
FC．0 を用 い た 5．OXlO
6
c ellslml の細胞浮遊液2，O
mlに ， 最終 濃度 が 10， 25， 50月gノml に な る よ う に
HpD を加 え， 3 r C で 30分間培養 した ． 遊離 HpD を
5．O mlの Tris bufferに て 2 回 洗浄 除 去 後， 3H ，
thymidine くNe w Engla nd Nu cle a r， U S A， 比 放射能
20．O CiJm m ol を1JLCilml と な るよ う 2，Omlの 細
胞浮遊液 に 加え ， さ ら に 3 7
0
C で 30分間培養 を続けた．
5， 10， 20， お よ び 30 分後 に ， 5．O mlの 水 冷 Tris
buffe rを加 え， 3H－thymidin eの 細胞内取り 込 み を停
止 さ せ た ． さ ら に 5．Omlの 水冷 Trisbufferに て細胞
を 2 回 洗 浄 後 ， 細 胞 沈 漆 に 0．2 M過 塩 素酸
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s F lOm ediu m sup ple－
m e nted with lO％ n e wbo r nbo vin e s er um －
HpD を用 い た P D Tに お ける細胞障害
くper chrolic a cid，P C Al を2．O ml加 え， 4
0
C で15分
間作用 させ た． さ らに 2．Omlの 0．2 M PC Aに て 1回
洗浄し た く4
O
C， 3，000rpm ， 5分間遠心1． 上 清およ
び洗 浄液 を保存 し， P C A可溶性分画 くPC A soluble
fr actio nj と し た． 細胞沈漆は 1．O mlの 0．5 M NaO H
に て 溶 解 し P C A 不溶 性 分 画 CP C A in s oluble
fractio nlと し た． 両分画 へ の 3H－thymidin eの 取り込
み を， S CIN TIL L A T O R 299T M くP A C K A R D， US Al
を シ ン チ レ 一 夕 ー 溶液と し て用 い ， TRI－C A R B偲 300
C Liquid Scintillatio nSyste m くP A C K A RD， U S Al
に て測定 した． す べ て の 値は dpmノc ell で算出さ れ た．
HpD 処理 を せ ず 同様 の 操作 を行 っ た も の を対照群と
し， 各 HpD 濃度お よ び 各処理時間の 3H－thymi din eの
取J込 み を対照群の 3H ．thymidin e30分処理 に お ける
取り込 み に 対す る百分率で 表 した．
I佑 dye ex cln sio n法 に よ る P D T殺細胞 効 果 の 検
討
1 ． HpD濃度お よ び光照射時間の 検討
F C．0 を用い た 5－OxlO6 cellsノmlの 細 胞浮遊液2．O
mlに HpD を 2 ま た は 3声gノmlと な る よ う に 加 え，
37
O
C で 30 分間培 養 し た． 細 胞 を 5．Omlの Tris
buffer に て 2 回洗浄後，2．Omlの F C－10に て 細胞浮遊
液を作製し， 37
0
C で 光照射 を行 っ た ． 光照射 に は， 75
W high pre ss u r eXe n o nla mp を 光源と し， フ ィ ル
タ ー くNo一 仙 73 仙 3， No ． 抑 730 2－9， No ．40－7312－8，
Carl Zeiss， W est Ger m a nyl の 使 用 に よ り得ら れ た
570－640nm の 光 を使用 した， 光強度は細胞浮遊液表
面で 22m Wノcm2 で あ っ た
． 光照射後 6時間ま で密封
試験管内370C で 培養 を続 け， 光照射直後， 2， 4 およ
び6 時間後に 0．1％ Lis sa mine Gre e n B を用い た
dye e x clu sio n法に よ り生残細胞数を算定 し， HpD を
加えな か っ た対照 群と の 比 率か ら細胞生残率 を算定 し
た
．
2 ． pre－in c ubation tim eの 殺細胞効果に 及 ぼ す影
響
HpD 処理 か ら 光照射ま で の 時間 くpre．in cubatio n
tim eJ の 差 に よ る 殺細胞効果の 変化 を検討す る た め，
以下 の よう な 実験 を行 っ た ． F C－0 を用 い た 5．OXlO6
C ellsノmlの 細胞浮遊液2■O mlに HpD を 3jLglml と
な る よ う に 加 え， 30分 間培養 し た ． 5．O mlの Tris
buffer に て細胞 を 2回洗浄後， 再 び 2．Omlの F C－0に
て細胞浮遊液を作製 し， さら に 4時間ま で密封試験管
内37
0
Cで 培養 し た． HpD 処理直後， 2， 3 お よ び 4時
間後に 培養液 を F C－10 に交換 し， 工V．－1． で 述 べ た条件
で 光照射 を行 っ た くそれ ぞ れ 0－h pre－ic ubatio n群， 2－
h pre－in cubatio n群， 31 pre－in c ubatio n群 およ び 4．
hpre－in cubatio n群 とす る． 図 11． 光照射後 6時間ま
485
で， 密封試験管内 370C で 培養 を続 け， 光照射直後， 2，
4お よ び 6時間後に dye ex clu sion 法に よ り 生残細
胞数を算定 し， HpD を加 えな か っ た対照群と の 比率か
ら細胞生残率 を算定した ．
V ． 細胞比重 分 画法 に よ る 細胞比 重 の 検討
F じ0 を用 い た 5．OXlO8 c ellsノmlの 細胞浮遊液2．0
mi に HpD を 2JLglmlと なる よ う に 加 え， 37
0
C で 30
分間培養 した ． 5．0 miの Tris bufferにて細胞 を2 回
洗浄後， 2．Omlの FC－0 に て再 び細胞浮遊液 を作製 し，
さ ら に 4 時間 ま で 密封試験管内370C で培善 した ．
HpD 処理 直後お よ び 4時間後 に 培養液を F C－10に 交
換 し， 王V■－1－ で述べ た条件で光照射 を行っ た く0－h pr e．
in c ubatio n群 お よび 4．h pre－in c ubatio n葺削 ． 光照射
後 6時間ま で ， 密封試験管内 370C で培養を続 けた
． 光
照射直観 2， 4 お よ び 6時間後に ， 12X lO6 細胞 を 10
mlの Pe rc oll溶 液 に 混 じ よ く 撹拝 し た 後， JA－20
Be ckm a n r ot rhe ad を用い ， 15，000rpm に て， 4
O
C，
1 5分間遠心 した． Per c o11溶液は以 下の ご と く調整 し
た． Pe r c o11sto cksolutio nくP ha r m acia，Sw ede n， No．
170891－0う に 1■5 M NaClを 9こ 1の 比で混合 した．
この 溶液と等張液く0■9％ NaClう を4 ニ 6 の 比 で混合
した 溶掛 こ， 細胞 の凝集を防 ぐ目的で sodiu m m ethyl
C ellulo seを 0．2％とな る よう に 加 え実験に 用 い た
． ま
た ，S kog ら
3 91の 方法に よ り gr adie nt を0．5 mlずつ の
20分画 に 分画し， gr adie nt 内細胞分布お よび比重 分布
に つ い て も検討 した． HpD を加え ず同様の 操作 を行っ
た細胞 を対照群と し た． なお ， 低比 重細胞は， コ ロ ニ ー
形成法 に よ ると n o n－viable cellに 相当す る と報告 さ
れ てい る 瑚 ．
VI． P DT の D N A， R N Aお よ び蛋 白合成 へ の 影響
V－ に 述 べ た と 同様 の方法で HpD 処理 お よ び光照
射 を 行 い 0－h pr e－in c ubatio n群 お よ び 4 －h pr e－
in c ubatio n群 に つ い て 以 下 の ご とく 放射性前駆物質
を用 い D N A， R N Aお よ び蛋白合成 へ の影響に つ い て
それ ぞ れ検討 した． 光照射直後お よ び 2， 4， 6時間
後 に ， 1jLCiノmlの 3H－thymidine， 1FLCilmi の 3H．
uridin eくNe w Engla nd Nu cle a r， U S A， 比 放 射 能
20．O Ciノm m oIJま た は 1pCilmlの 1 4C－1e u cin eくNe w
Engla nd Nu cle ar， U S A， 比 放射能 54．2－55．OmCiJ
m moりを 30分間 それ ぞれ 作用 さ せ た
．
工工I． で述 べ た 方
法 に 準LI， 3H －thymi din e， 3H －u ridine あ る い は 1 4C－
1e u cin eの P C A可溶性分画お よび P C A不溶性分画 へ
の 取り込 み を測定 した
．
HpD を作用 させ ず同様 の操作
を行 っ た細胞を対照群 と して， 各放射性前駆物質の 取
り込 み を対照群の 百分率で 表 した．
Vll． 推計学的処理
実験結果 の 推計学的処理 はStude nt，s t－teSt お よ び
486 上




HpIIの 細胞内取 り込 み
1 ． HpD 濃 度 お よ び HpD 処理 時間 く図 2 お よ び
3ン
HpD濃度 が 1 0JLglmlお よ び 50JLglmlに お け る
HpD 細胞内濃度 は処理時間30分 ま で は急激 に 上 昇



































0 3 0 6 0 9 0 1 2 0
HpD e xpo suretim eくminl
Fig． 2， Relativ eintra c ellula r HpD c on ce ntr atio n
VS． Vario u sHpD e xpo s u r etim es． T he c e11s w er e
expos ed to lOく■I a nd 50く01JLglml HpD fo r
v a rio u stim e s at 37
O
C， M e a n v alu e fro m 3
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Extr a c eIlular
HpD c o n c e ntrationくリglmI
Fig． 3． Relativ eintr a c e11ula r HpD c o n c e ntratio n
V S． V a rio u s e xtr a c ellula r HpD c o n c entr ations．
The c els w ere expos ed to v a rio u sHpD c o n
－
Ce ntr atio n sfo r30く■1， 60くOJa nd 90くAlmin at
37
O
C． Me a n v alu efr o m3 experim ents 士 S．E．M ．
そ の 後 10JLglml群で は 60分処理 で 1．6p glml， 90分
処理 で 1．5p gノml， 120分処 理 で 2．3p glml， また50
JLglml群 で は 60分処 理 で 4 ．4 p glml， 90 分処理 で
4．6p glml， 120分処理 で 4．7p gJmlと 120分ま で は緩
徐 な 上 昇 が 認 め ら れ た く図 2I． ま た ， EpD 濃度50
月gノml群 で は ， す べ て の 処 理 時間 に お い て 細胞内
HpD濃度 は 10FLglml群 に 比 し有意 に 高 か っ た くpく
0．0011． ま た， HpD濃度が 100JJgJml まで は HpD濃
度の 上 昇 に 伴 い ， 細胞 内 HpD濃度 は 30分処理群で
5．8p glml， 60分処理群 で 6．7p gノml， 90分処理群で
8．Op glml と急激 な上 昇 が 認 め られ た が， 150JLglml
で は それ ぞれ 6．8， 7．2， 9．7p gノml，200声gノml ではそ
れ ぞ れ 7．1， 7．2， 9．5p glmi と， HpD 濃度 を上昇させ
て も， 細胞 内 HpD 漉度 の 上 昇 は 緩徐 で あ っ た く図
3ン． ま た ， す べ て の HpD 濃度に お い て 30分処理群と
60分処 理群， お よび 60分処理群 と 90分処 理 群の 間に
は そ れ ぞ れ 細胞内 HpD濃度 に 有意弄 は認め ら れな
か っ た ． 以 上 よ り ， HpD の細胞内取 り込 み に は， HpD
処理 時間 30分， HpD濃度 100ノノgノml 以下が適当と考
え られ た ．
2 ． HpD 処理 後 の 培養時間に よ る細胞内 HpD濃
度 の 変化 く図4う
EpD 処理 直後 か ら培養 4 時間後 ま で は， 10ノJgノml
か ら 200jLglmlの HpD 濃度 に お い て， 細胞 内 HpD
濃度に 有意差 は認 め られ な か っ た ． す な わ ち， HpD 処
理 を行 い痩離 HpD 洗浄後培養時間を 4時間まで継続
して も細胞内 HpD 浪度に 変化 は認め られ な か っ た ．
II． HpD の D N Asynthesis r ate に 及 ぼ す 効果
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Extra celIular HpD con c e ntrationくpgJmI
Fig． 4． Relativ eintra c ellula r HpD c o n c e ntration
v s． v ario u s extr ac ellula r HpD c o n c e ntratio ns．
Relativ e intr a c e11ula r HpD c o n c entr atio n s
im m ediatelyく■l， 2く01 a nd 4 hくAlafte r30－ min
HpD e xpos u r e at v a rio u s e xtra c ellula r HpD
c o n c e ntr atio n s at 37
0C
． M e an v alu e fro m 3
expe rim ents 土 S．E．M ．
HpD を用 い た P D Tに お ける細胞障害
P C A不溶性分画 へ の 3H－thymi din eの 取 り込 み は，
10か ら 50声gノmlの HpD 濃度に お い て は対照群 と同
様に ， 3H－thymidin e処理 5 分以 降時間の 延 長 に 伴 い
30分まで は直線的に 増加した く図5う． また， HpD 濃
度の 上 昇 に 伴う 3H－thymi din e取り 込 み の 減少が認 め
ら れ， 30分処 理 に お い て そ れ ぞ れ 10ノJgノml群 で
99．3％， 25メgノml群 で 73－4％お よ び 50ノJgノml群 で
19．7％を示 した． 特 に 50声gノml群で は， 10分処理 で
4．8％， 20分処理 で 16．6％， 30分処理 で 19．7％と対照
















































0 10 2 0 30
ln c orpor atio ntim eくminJ
Fig．5． Tim e－ C O u r S e Of
3H －thymidin e a ctivity in
the PCA in soluble fra ctio n． T he c ells were
e xpo sedto lOく01，25くAJand 50くAIJLgノml HpD
a nd n ot expo sed to HpD く書I at 37
O
C ． Me a n
Valu efr o m3e xperim e nts 士 S．E．M ．
ホ ． ．
pく0．001
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In corporation tim eくminl
Fig． 6． T im eTC O u r Se Of 3H－thymidin e a ctivity in
the PC As oluble fra ctio n－ T he c ells w er e e xpo sed
tolOくOJ， 25くAIa nd50くAJJJglml HpD and n ot
e xpo sedto HpDく書1at37
O
C． M e a n v alu efrom 3




pく0．001 v s． c o ntr olく申1by Stude nt，s t－teSt．
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P C A可溶性分画 へ の 3H－thymi din eの取 り込 み は，
対 照 群 に お い て 5 分処 理 で 67．8％， 10分 処 理 で
93．8％， 20分 処 理 で 98．9％， 30分処理 で 100．0％と，
5分 ま で は急激に 増加 し， 10分以降 platea uに 達 した
個 6l． 10JLgノml から 50JLglmlの HpD濃度 に お い
て も対照群 と同楓 5分処理 ま では急激に 増加 し， 10
分以降 plate a uに 達し た
．
ま た， HpD の 上 昇 に 伴 い
3H－thymidin eの P C A可溶性分画 へ の 取 り込 み は し
だ い に 減 少 し， 10分処 理 に お い て 25ノJgノml群 で
69－1％ くpく0－0引， 50ノJgノml群で 36．5％ くpく0．01，
20分 処理 に お い て 25〆gノml群 で 70．6％ くpく0．0引，
50ノJgノml群 で 40．4％ くpく0．001つ， 30分処理 に お い
て 50JLgJml群で 33．6％ くpく0．001 と， HpD 濃度25
声gノml以上 で は対照群 に 比し有意の低下が認められた．
以上 よ り， HpD 濃度25JLglml以上 で は HpD 処理
の み に て 3H －thymidin eの 細胞内取り込 み に 抑制 が認
め られ ， 以下の 殺細胞効果の検討， D N A， R N A お よ
び 蛋白合成 へ の P D Tの 障害 の 実験 で は 10JLgノmi以
下の 低濃度 HpD を使用 した ．
m ． dye e x elu sio n法 に よ る p D Tの 殺細胞効果 の
検討
1 ■ HpD 濃度お よ び 光照 射時間の 検討 く図 7お よ
び8う
HpD濃度2声gノmlに て 30分間処理 し た直後 に 5
分間までの 光照射を行う と， 照射時間の 延長に伴う生残細
胞数の 減少と， 光照射後の 培養時間の 経過 に伴う 生残細
胞数の 減少が認め られ た く図 71． HpD 濃度 2お よ び






































0 1 2 3 4 5
1Ilu min atio n time くmi再
Fig－7． Pr opo rtion ofthe c e11s ex cludingdye ． The
C ells w er ei11uminated fo r v a rio u stim es at37
C
C
im m ediatelyく書J， 2くOI，4くAJa nd 6くAlh afte r2
JJgJml HpD e xpo su r e． M e a n valu e fr o m 3
e xpe rim e nts 士S．E．M ．
488 上
胞数 の変化を図 8に 示 す が， 2声gノml群 に お い て 照射
直後 で 95．0％， 2 時 間 後 で 8 仇4％， 4 時 間 後 で
59．6％， 6時間後 で 64．0％と ， ま た 3声gノml群で も そ
れ ぞ れ 98．0， 69．6， 40．4， 26．2％ と， 光照射後の 培養
時間の 経過 に伴 う生残細胞数の 減少が認 め ら れ た．
3H ．thyrnidin e，
3H －u ridin eや 1 4C－1e u cine な どの 放射性
前駆物質を用 い た 実験で は， い わ ゆ る de adc ells の 存
在が放射性前駆物質の取り込 みや 測定 に影響 を与 える
と考 えられ た の で ， 光照射後 6時間培養後も 50％以 上
の 細胞生残率が認 められ た HpD 2〆gノml， 光照射 3分
間 で そ れ ぞ れ の 放射性前駆物質の 取 り込 み の 実験 を
行 っ た ．
2 ． pre
－in c ubatio n tim eの 殺細胞効果 に 及ぼ す 影
響 く図 91
それ ぞれ の pr e血 c ubatio n群 に お い て， 細胞生 残率
は光照射後 の 培養時間 と とも に 減少 した く図 9う．
一
方， 0－ ， 2－ ， 4－ お よ び 6－h pre－in c ubatio n群に お け る光
照射後 6時間の 細胞生残率 は そ れ ぞ れ 26．2， 52■2，
55．6 お よ び 75．1％で あり， pre－incubatio ntim eの 延
長 と とも に ， 細胞生残率の 上 昇が 認め られ た ． 生残細
胞率は， 2－hpre－in c ubatio n群 で は光照射後 6時間で，
3－h pr e．in c ubatio n群で は光照射後 4 時間よ り， ま た
4－h pre－in c ubation 群 で は 光照射後 2時間 よ り 0－h
pr e－in c ubatio n群 に 比 し有 意差 が 認 め ら れ た くpく
0．01
．
す なわ ち， HpD 処理 か ら光 照射 まで の培養時間
を延長 させ る に した が い ， dye e x clu sio n 法 に 基づ く































0 2 4 6
Tim e afterillu min atio nく吊
Fig．8． Tim e． c o u rs eof pr opo rtio n of the c ells
e x cludingdye． T he c ells w e rein c ubated for6 h
after exposu reto 2く■1 a nd 3く01JLgJml HpD
fo1low ed by a 3
－ min illu min ation ． Me a n v alu e
fr o m3 expe rim e nts 士 S．E．M ．
IV． 細胞比 重 へ の P D Tの 影響 く図10お よ ぴ 11
den sity m arke rbe ads の de nsity gradient内分布
を図10 上段 に 示 し た が， gr adie nt 内の 比 重 分 布は直
線的で は な か っ た ． 非照射群に お い て は すく な くとも
fra ctio nl－Ill の3 つ の 分画が肉眼 的 に 観察さ れ たが，
図 10下段 に 示 す よう に ， 約 70％の 細胞が高比 重を示
すfra ctio nIIIに 分画 さ れ た． 照射群 で は， 高比 重細胞
くfr a ctio nIIり が 約 10％に 減 少 し， 低 比 重 細胞
くfr a ctio nI ， IIlが増加 した． 図 11は 0－h お よ び4－h
pr e－in c ubatio n群 に お ける fractio nm く高比 重 分軌
に 分画さ れ た細胞数の 経時的変化を示 す が ， 0－h pre－
in c ubation 群 で は， 光 照射直後 よ り 高比 重 細胞 は
8．5％と著明に 低下 した が ， 光照射後 6時間培養を続け
る と高比 重細胞数は 33．7％と増加 した． こ の 高比重細
胞数の 低下 は光照射直後 か ら 6時間 まで 対照群に比 し
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Tim e afte rilu min atio nくhl
Fig． 9． Tim e－ C Ou rS e Of pr opo rtio n of the c ells
e x cluding dye in the O
－h pr e－in c ubation gr o up
く■I， 2－h pr e．in c ubatio n gro up く01， 3，h pre
．
in c ubatio n gr o up くAl a nd 4－h pr e－in c ubatio n
gr o upくムI． M e a n v alu efro m 3 e xperim e nts 士
S．E．M ．
H
pく0．01v s． 0－h pre
－in cubatio ngr o up
－
by A N O V Afo1low ed by Scheffe
，
s mulitiple









HpD を用 い た P DT に お け る細胞障害
光照射直後に は 85．0％， 2時間後 に は 86．8％と 有意な
萬比重細胞 の 減少が認め られ た が くpく0．05う， 光照射
後4時間よ り対照群の 値に まで 復 した ．
V ． D N A， R N A お よ び蛋白合成 へ の P D Tの 影響
く図12， 13お よ び 14う
1 ． D N A合成 へ の 影 響 く図 12う
0－hpr e－in c ubatio n群 で は， P C A 可溶性お よ び不溶
性分画 へ の 3H －thymi din eの 取 り込 み は対照群 に 比 し
有意差は認 めら れ な か っ た ． 4－h pr eAin c ubatio n群 で
は，P C A可溶性分画 へ の 取 り込 み は光照射後 6時間ま
では変化は認め られ な か っ た ． PC A 不溶性分画 へ の 取
り込み は光照射直後 に は変化は認 め られ な か っ た が，
光照射後 2時間 に て対 照群 の 59．3％と 対照群 に 比 し
有意の低下が認 め られ た くpく0．05ン． そ の 抑制は 4 時
間お よ び 6時間に お い て ， そ れ ぞれ 対照群の 73．1％お
よび69．7％で あ っ た が， 対照群 に 比 し有意差は認 めら
れな か っ た ． 不 溶性分画ノ可溶性分画比 くin s olublel
SOlublefra ctio nr atiol は光照射後 2時間 で対照 群の
64．0％と 有意の 低下 くpく0．05Jが 認め ら れ た． その 後
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Gradio nlくmけ
Fig－10－ Relatio n ship betw e e nthe density distri．
butio n a nd the c e11 distributio n in a Perc 。11
gradie nt． De n sity in a gr adie nt くAJ w a s
determin ed byde nsity m a rkerbe adsくuppe rpa rtJ．
De n sity distributio n of the cells in a Per c oll
gradie nt Oo w erpa rtl e xpo sed く01 a nd n ot
e xpos edく書ンto light． T he HpD－e XpO Sed c ells
W ere fro mthe O，h pr e－in cubatio n gro up at 2 h
afterillu min ation ． M e a n v alu efro m3 e xperi．
m e nts 士 S．E．M ，
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の 77．2％と な り， 両 者間 に 有意差は認められ なくなっ た
．
2 ． R N A合成 へ の 影響
0－h pre． incubatio n群 で は， PC A 不溶性分画 へ の
3H －u ridin eの 取 り 込 み は 光照 射直後 か ら 4 時 間ま で
対照群 の約8 0％に 低下した が， 有意差は認め られ ず，
6時間後 に は対照群の 値に ま で 復した ． ま た， P C A可
溶性分画 へ の 取 り込 み も， 光照射直後対照群の 75．1％
に 低下 した が， や は り対照群 に比 し有意差は認 め られ
ず ， 4時間後 に は対照 群の 値 に ま で復 した ． 一 方， 4．b
pr e＋in c ubatio n群で は， P CA 可溶性お よ び不溶性の 両
分画 へ の 取り込 み は 光照射 6時間ま で対照群 と同等で
あ っ た ．
3 ， 蛋白合成 へ の 影響 く図14う
0－h お よ び 4－h pre－in c ubatio n両群と も に， PC A不
溶性分画 へ の 1 4C－leu cin eの取 り込 み は 光照射直後に
は， そ れ ぞれ 対照群の 71．3％お よび 71．0％に ， さ ら に
2時 間後 に は 50．4％ くpく0－0い お よ び 50．5％ くpく
0．0い に ， 6時間後 に お い て も それ ぞれ 62．3％ くpく
0－0引 お よ び 54 ．1％ くpく0．01うに抑制さ れ， 対 照群 に
比 し有意 の 低下 が認 め られ た． P C A可溶性分画 へ の 取
り込 み は， 0－h pr e－in c ubatio n群で は光照射後 6時間
ま で は対照群 の値 に 保たれ ， ま た， 4．hpre－in c ubatio n
群で は光照射後 2 お よ び 4時間に は， そ れぞ れ対照群
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Tim e afterIllu nlin atio nくhI
Fig．11■ Tim e－ C O u r Se Of pr opo rtio n of the c ells
Showing highden sity． く■I， 0，h pr e－incubatio n
gr o up ニくOJ， 4－h pr e－in c ubatio n gr oup． M e a n








対照群に 比 し有意羞 は認 め られ な か っ た ．
考 察
HpD と光照射 に よ る光殺細胞効果 は HpD の光吸
収 ス ペ ク トル と直接関係 して お り， また ， こ の 場合発
生する光化学反応 は可視光線 す な わ ち低 エ ネ ル ギ ー 光
子 に よ り成立 す る と考 えられ てい る ． よ っ て 細胞内の
HpD 局在， そ の 時の HpD の 結合様式や分子形態 は光

































































































0 2 4 6
Tim e afterilluminationくhl
Fig．12． Tim e－ C O u rS e Of
3H －thymi din e a ctivity
inc orpor ated into the P C A in s olubleくup pe rpa rtl
a nd soluble くmid dle pa rtl fr action s， a nd the
in s olubleJs oluble fra cton r atio くlo w erpa rtl．
く■l， 0－h pr e－in cubation gro up ニく01， 4－h pr e－
in cubation group． Me a n v alu efro m4 e xperi
－
m ents 土 S．E．M ．
．




こ の 論文 で は細胞 レ ベ ル で の HpD の 取 り込 み と光殺
細胞効果の発現過程 を主と し て分光学的に， ま た生物
学的 に 検討 した も ので ある．
久住 ら 相 は細胞 に 結合 した HpD の 分光学的特性の
経時的変化お よ び螢光顕微鏡所見か ら， HpD 分子は初
め細胞膜 に 弱く 結合 した後， 時間の経過に 伴 っ て細胞
質内で安定結合す る こ とが 示 唆さ れ る と述 べ てい る ．
こ の 結論 よ り 考え る と， 我々 の dye ex clu sio n法によ
る判定で 0．h pr e－in c ubatio n群 に お い て強い 光殺細胞
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誓 誓 画
壷 く芸三言二号
0 2 4 6
Tim e afteriIlu min ationく吊
Fig． 13． T im e
， C O u rS e Of 3H ． u ridin e a ctivity
in c o rpo r ated into the P CA in s olubleくup perpa rtl
a nd s oluble くmiddle pa rtl fr a ctio n s， and the
in solublels oluble fr a ctio n ratio くlow e r partl．
く■1， 0．h pr e－in c ubatio n gr o up こく01， 4
－h pre－
in c ubatio n gro up． M e a n v alu efr o m4 e xperi－
































HpD を用 い た P D Tに お け る細胞障害
し てい るた め と考え ら れ た．
P DT に よ る殺細胞効果 に 関し て は ， 著者の 用 い た実
験系で は HpD 処理 か ら光照 射ま で の 時間が延長 する
に したが い dye e x clu sio n法 に よ り評 価 した Bp8腹
水肉腫細胞 へ の 光殺細胞効果の 減少が認め られ た． こ
の 結果は， 当教室に お い て先に 行 っ た ヒ ト膀胱癌由来
培養細胞 K K－47に 対す る HpD の 光線力学的作 用 を
コ ロ ニ
ー 形成法に よ り 判定 し た 結果 抑 と 逆 の 成 績 で
あ っ た ． コ ロ ニ





を反 映す る こ と が知 られ て い る4 1
．
一 方， dye


































































































0 2 4 6
Tim e afteritIu min atio nくhl
Fig， 14． T im e－ C O u r Se Of
1 4C－1e u cin e a ctivity
inc o rpo r ated into the P C A in s olubleくup pe rpartl
a nd s oluble くmi d dle partl fr a ctio n s， and the
in solublelsoluble fra ctio n ratio くlo w e rpa rtJ．
く書1， 0－h pr e－in c ubatio n gr o up iく01， 4－h pr e－
inc ubation gro up． M e a n v alu e fr o m4 e xpe ri－
m e nts 士 S．E．M ． ホpく0．05，
H





に 基づく 評価方法 で あ る42I． W a rte rsら42Iは放射線照
射あ るい は温熱処理 に よ りす べ て の細胞が不酒化 され
た 場合で も ， トリ パ ン 青に よる dye e x clusio n法 で は
90－ 100％の 生存率 を示 す こ と を報告 し てお り， dye
e x clu sion 法 は
一く




m e mbr a n efu n ctio n
，，
は反映す るも の の ，
．．
r epr Odu c－
tiv epotential
，，
の 評価に は限ら れた価値 しか ない と結
論 して い る． ま た， King ら4 31は dye e xclusio n法は細
胞障害の お そい 段階 しか反 映 しな い と述 べ て い る ． つ
ま り， 実験 に 用 い られ た細胞株が異な っ て い る こ と の
ほ か ， 殺細胞効果 の 評価方法が dye ex clu sio n法と コ
ロ ニ ー 形成法 と 異な っ た こ と が， 今 回 の結果と先 に
行 っ た膀胱癌由来培養細胞 を用 い た実験結果 に お い て
成 績 が 異 な っ た 重 要 な 一 因 と 考 え ら れ た． ま た，
Kes sel細 は長時間培養に よ り， HpD の疎水性成分が細
胞 に 集積 し， この HpD成分 は容易 に は洗浄さ れ ず，
50％im pair ment ofcyclole u cinetr a n spo rt により検
討し た光線力学的作用 の膜輸送障害効果が比 較的低い
こ と を報告 してお り， HpD 処理 か ら光照射ま で の 時間
が延長す る に した が い 光殺細胞効果の低下が認 め られ
た 今回の 著者の 結果に 一 致し た．
HpD 処理直後の 光照 射 く0－hpre－in c ubatio n群1 に
よる細胞比重の 著明な低下は ，P D Tに よ る膜透過性の
急激な変化に よ る可能性が高い と考え られた ． 0－hpre－
in c ubatio n群 に お い て ， 光照射後 6時間で細胞比重が
軽度上昇 した こ と は， こ の P D T膜障害は あ る程度回
復す る可能性を有す る もの と 考えら れた ． この こ と は，
4－h pr e－in c ubatio n群で も認め られ， 光照射直後に 軽
度認め られ た細胞比重 の 低下 は， 光照射4時間後よ り
対照群の 値 に復 して い る ． 0－h お よび 4－h pr e－in c uba－
tio n両群 に お け る細胞比重の 変化の 差は， dye e x clu－
sio n法の 結果と 同様， 4－h pre－in c ubation 群よ り 0－h
pr e－in c ubatio n群 に お い て ， 膜障害が大き い こ と を示
唆す る もの と考え られ た， この こ と は Mo a nら2 91の ぽ －
a min ois obutyric a ciduptake と
51Cr O． r ele a s eに よ
り検討 した光線力学的作用 の 膜輸送障害 に つ い て の 報
告と山側一致 する も の であ っ た ．
アイ ソ ト ー プ を用 い た m a cr o m ole cule 合成 の 測定
を困難に させ る 一 つ の 要因と して， 障害さ れ た細胞の
存在が あ げ られ る． 本朝で は結果は示 さな か っ た が，
dye ex clu sio n法で
tく
de ad c ell
，，
と 判定さ れ た細胞で
も， P C A 不溶性分画 へ の細胞 あた り の 3H－thymidin e




の それ と ほぼ 同等 で あ っ
たが ， P C A可溶性分画 へ の 取り込 みは認 められ なか っ
た ． つ まり， 取り込 み を測定 しよう と する細胞集団の
細胞生残率が低い と， 細胞あ た り の 3H －thymi din eの
取り込 み を計算す る際困難 を生 じた． この 困難 を解消
492 上
す る た め， 膜 障害 の 強い 0－h pre－in c ubation 群 で は
Perc ollに よ る細胞比 重分画法 を 用 い て dye e x clu －
sio n法 で 少な く と も 80％以上 の 生残細胞率 を 示 す細
胞集団を取り だ し， 取 り込 み を測定す る よう に した．
アイ ソ ト ー プ を用 い た実験 のも う 一 つ の 問題点と し
て， 膜輸送能の変化が m a cro m ole c ule 合成 へ の 影 響
と して 現れ る こ とが あ げら れ る． つ ま り， 放射性前駆
物質の細胞内取 り込 み が 障害 さ れ れ ば 当然 m a c ro－
m ole cule そ の も の へ の 取 り 込 み も 減少 す る． 逆 に
m a cr o m ole cule合成阻害が高度 の場合， 放射性前駆物
質の 細胞内取 り込 み に 影響 を与 える こ とも あ る． 一 般
に ， P C A可溶性分画で は， それ ぞ れ の放射性前駆物質
の細胞内プ ー ル ヘ の 取 り込 みが 測定され ， 膜 機能 を反
映す るも の と考 え られ ， 一 方， P C A不溶性分画で は
m a c r o m ole c ule へ の 前駆物質 の取り 込 み が測定 さ れ，
m a c r o m olec ule 合成そ の も の を反映 す る も の と考 え
られ てい る． 今 回の 実験 で は Pe rc ollに よ る細胞比重
分画法 を用い ， 細胞比重が 高い 細胞， つ ま り膜機能が
対照群と ほぼ 同等 と考 え られ た細胞 を取 り だ し， そ
の 3H －thymidin e，
3H －u ridin eお よ び
1 4C－1eu cin eの 取
り込 み を測定 した ので ， 各放射性前駆物質 の P C A可
溶性分画 へ の取 り込 み は対照群に 比 し有意差が認 め ら
れ なか っ た ． その 結果， 先に 述 べ た ア イ ソ ト ー プ を用
い た 実験 に お け るもう 一 つ の問題 を除外でき た も の と
考 え られる ．
今 回検討 した D N A合成， R N A合成 お よ び蛋白合
成 の 3 つ の pa ra m et rのう ち ， 0－h お よ び 4－h pr e－
in c ubatio n群 に お い て， 蛋白合成障害が光線力学的反
応に よ っ て 最も鋭敏に 発現 した． 一 般的に ， 蛋白合成
は以下 に 述べ る様 々 な段階で進行 す る こ とが知 られ て
い る441
． い D N Aの 複製， 21 D N Aか ら R N Aへ の
転写， 31 R N Aの pr o c e ssing， 41 R N A の核 か ら細
胞質 へ の移動， 5I m R N A の リ ボ ゾー ム ヘ の 付着 と
蛋白合成の 開始， 6I m R N A の安定化， 71 蛋 白の 最
終的な形態 へ の処理． 0－hpre．in c ubatio n群に お い て，
D N A合成は影響を鄭ナず， R N A合成は蛋白合成阻害
よ りお そく ， 軽度に 抑制さ れ る の み で あ る こ と よ り，
P D T は少な く と も前述の 1う， 2う の 段階に は影響を
与え な い こ と が 示 唆さ れ た． ribo s o m al R N A量 や
ri bo so m e m aturation が 蛋 白 合成 阻害 剤 で あ る
cyclohe xi mi de に より影響 を受け る こ とが報告 され て
お り彗 今回認 められ た R N A合成阻害 はお そ らく 蛋
白合成阻害に よ る 2次的変化と考え られ た．
dye e x clu sio n法お よ び 細胞比重分画法 の結果 よ
り， 膜機能の障害が 0－h pre－in cubation 群 に お け る光
線力学的作用の重要な部分であ ると 考え られ た ． しか
し， 細胞比重が対照群 と同程度の細胞に つ い て の
14C．
1e u cin eの 取 り込 み に つ しlて検討 し， 細胞 へ の取 り込
み は影響 を受 け なか っ た に も か かわ らず， 蛋白合成阻
害が発現 した こ とよ り ， こ の 蛋白合成阻害 は膜障害に
伴 っ た 2 次的な も ので は な い と 考 え ら れ ， 0－b pre．
in cubation 群 に お い て P D T は膜障害と は別 に 蛋白合
成阻害 も発現す る こ とが 示唆さ れ た．
0－h preTincubatio n群 で は D N A合成に 変化は認め
られ な か っ たが ， 4－h pre－in c ubation 群 で は明 らかな
抑制が認 め られ た ． 今回 の 実験 か らは， こ の 4－h pr e－
in c ubatio n群に お ける D N A合成阻害が， 蛋 白合成阻
害 に よ る 2次 的変化な の か ， 核 その も の へ の直接的な
効果な の か は不 明 で あ っ た ． こ れ ま で HpD細胞内局
在 が経時的に 変化 し， その 変化に よ り P D Tの 標的器
官が変化す る こ と が示 唆 さ れ て き た3 613錮 郎 ． 今回の 実
験に お け る 4－h pr e－in c ubation 群で の D N A合成阻害
の 発現 は， こ の よ う な HpD 細胞内局在の経時的変化
が関与 して い る 可能性が高い と考 えら れた ．
今回の 実験 で は HpD 処理 直後の 光照射 に よ り， 著
明 な細胞膜障害 と蛋白合成阻害が認め られ た． また，
HpD 処 理 か ら光照射 ま で の 時 間が 延長す る に し たが
い ， 細胞膜障害 を示 唆す る所見は減少 した が， 蛋白合
成阻害 は同様 に 認め られ， D N A合成阻害も認 められ
るよ う に な っ た ． これ ら の光線力学的作用 の経時的変
化は ， HpD の細胞内局在 さら に は HpD の分子 形態や
結合様式の 経時的変化 を示 唆す るも の と考 えられ た．
また ， 臨床 的に HpD 投与 と光照射 との 間隔は 48
－ 72
時間 と な っ てい る が ， 著者 の 研究結果 は 臨床的P D T
に 関連深い も の と考え られ た．
結 論
マ ウ ス 腹 水肉腫細胞 くBp81 を用 い ， HpD に よる
P DT 効果 を 玩1 流用 で 検討 し， 以 下の 結果 を得た．
1 ． 細胞結合 EpD の螢光発光強度 に よ り測定した
細胞内 HpD濃度 は処 理時間の 延長 に 伴い ， 30分ま で
は 急激 な上 昇が 認め られ ， その 後 120分 まで は緩徐な
上 昇を 示 し た．
2 ． 細胞 内 HpD 濃度は， 用 い られ た HpD 湧度の 上
昇 に依存 したが ，150声gノml 以上で は ， そ の 上 昇は緩徐
で あ っ た ．
3 ． 30分間 HpD 処理 を 行い ， 遊離 HpD 洗浄後培
養 を 4 時間ま で 継続 して も， 細胞内 BpD 濃度に 変化
は認 め られ な か っ た ．
4 ． P C A不 溶性分画 へ の 3H －thymidin eの 取 り込
みは ， す べ ての HpD 濃度 に お い て， 対照群と同様
3王1．
thymidin e処理時間 30分ま で は直線的に 増加 した． ま
た， HpD 50pglml で は，
3H－thymidin eの 取 り込 みは















HpD を用 い た P D Tに お ける細胞障害
5 ． P C A可溶性 分画 へ の 3H －thymi din eの 取 り 込
み は， す べ て の HpD 濃度に お い て ， 対照 群と同様 3廿
thymi dine 処理時間5分ま で は 急激 な増加 を 示 し， 10
分以降 plate a uと な っ た ． ま た， 3H －thymidin e30分処
理 に お ける取 り込 み は HpD濃度 の 上 昇 に 伴 い し だ い
に 減少 し， HpD 25JLglml 以下で は 対照群に 比 し有意
の 低下 を示 した ．
6 ． 光照 射時間を延長す る に伴 い 細胞生残率 は減少
を示 した． また ， 光照 射後経時的に 細胞生残率の減少
が認 められ た ．
7 ． HpD 処理 か ら光照射ま で の 時間 くpre－in c uba－
tion tim el の 延長 に 伴 い ， 細胞生残率の 上 昇が 認め ら
れ た
．
8 ． HpD 2ノ上gノml処理 直後 に 光照射 を行う と， 照射
直後よ り高比 重細胞数が著明 に 低下 したが ， HpD 処理
4時間後 に光照 射 を行うと ， 対照群と 同様高比重 を示
す細胞が 大部分 を占め た
．
9 ． HpD 2JLglml処 理直後 に光照射 を行っ ても ，
PCA 不溶性お よ び 可溶性分画 へ の 3H －thymi din eの
取り込 み は対照群 に 比 し有意差は認 め られ な か っ た ．
HpD処理 4 時間後 に 光照射 を行 う と， P C A可溶性 分
画へ の 取 り込 み は光照 射6時間後 ま で は対照群 に比 し
有意差が認め られ な か っ た ． P C A不溶性分画 へ の取 り
込 み は， 光照 射 2時間後 で対照群 の 59．3％ に 抑制 さ




ml処理 直後 に 光 照射 を行 う と，
P C A不溶性分画 へ の 3H －u ridin eの取 り込 み は光照射
直後か ら4時間ま で は 対照 群の 約 80％に 低下 し たが ，
6時間後に は対照群 の 値に ま で 復 した． ま た， P C A可
溶性分画 へ の 取 り 込 み も 照射直後対 照群 の 75．1％に
低下したが ， 4 時間後 に は対照群 の 値 に まで復 した ．
N方， HpD 処理 4時間後に 光照 射を行 っ て も， P C A不
溶性お よ び可溶性分画 へ の 3H － u ridin e の 取 り 込 み
は光照射 6時間後 ま で 対照群の 値 と差 は認め られ な か
っ た
．
11 － HpD 2ノノgノml処理 直後 に 光照射 を行 っ て も， 4
時間後に 光照射 を行 っ て も ， P C A可溶性分画 へ の 1 4C．
1e u cin eの 取り 込 み に は対 照群 に 比 し有意の 低下 は認
めなか っ た が， P C A 不溶性分画 へ の 取り込 み は光照射
直後 に は 対照群 の約 70％に ， さ ら に 2時 間後 に は 約
50％に 抑制 され た
．
12－ HpD 処理 直後の 光照 射に よ り， 著明な細胞膜障
害と蛋白合成阻害が認 められ た ． ま た， HpD 処理 か ら
光照射ま で の 時間が 延長す る に した が っ て ， 細胞膜障
害を示 唆す る値に 減少が認 め られ た が， HpD 処理 4 時
間後に光照 射を行う と蛋白合成阻害 は認め られ ， さ ら
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に D N A合成阻害も認め られ た
．
こ れ らの 光線力学的
効果 の 経時的変化 は， HpD の 細胞内局在 あ る い は
HpD結合様式や分子 形 態の経時的変化を 示唆 す る も
の で ， 臨床的 に 最大 の P D T効果 を得 る タイ ミ ン グを
推察す る上 で重要な所見と考 えられ た．
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－ J． Juz e nM ed． Soc． ， 96， 483 M 496り9 8 7ナ
Eey w ords ニhe m at oporphyrin de riv ativ e， Photodynamic c ell ki11ing efftct， DN A－ ， R N A－ and
pro tein syntheses
Abstr a ct
Using Bp8 tu mor cells in vitro， C ellular uptake ofhe matoporphyrin deriv ativeくHpDl a nd
photodyn amic e恥cts ha v ebe e n spectro sc opl C ally a nd bio che mically l n V eStlgated to elu cidate
photodynamic re action sin c on n e ctio n with pos sible cha ngesin mole c ula rfbr m and distribution
Ofcell－bou nd HpD fbllow l ng l n C ubation ． The uptake w a s a ss e ssed by flu o r e s c e n c einte nslty
．くAex 4 02n m ， Aem 6 3 2n mJof c e11pbou nd HpD． T he uptake in c rea s ed with in c r easing HpD
exposur e tim e rapidly unti1 30min and slo wly ftom 3 0 to 12 0min ． lntr a c ellula r HpD
COnC entr ations in c re ased with incre a sl ng eX tr a C ellula r HpD c once ntr ation s markedly up to 1 00
JLgIml a nd slightly 丘om 1 5 0to 20 jLgノml． N o ap pr e ciable cha ngesin intracellula r HpD
COn C e ntr ation wa sobse rved fbr 4－ h in c ubation in Ham
，
s F lOm ediu m afte r30－ min HpD e xposu re
at sev e ral extr a cellula rHpD conc entr ation s． The c ells w ere c ultiva tedin the m ediu m c o ntain lng
2JLgJml HpD fbr 30min， and im mediately afte rcellw a shing or afte rfurthe rinc ubation in the
m ediu m without HpD fbr 2， 3 a nd 4 h， the c e11s w e re e xpos ed to5 70－64 0n m light at a ninte nslty
Of2 2m Wノc m2 fbr 3 min ． Studie s were pe rfbrm ed todeter min ethe proportio n al r ate of c ells
e xcluding dye， C ell de nslty a nd m a c rom olec ule syntheses a s a s se ss ed by
3H －thymidin e，
3H － uridin e
and 1 4C －1e u cin einco rpora tio n． Illu mina tion im m ediately after HpD e xpo s u r e r esulted in a
de c r e a s ein the proportionalra te and a rem arkable shiftftom high to low c e11 denslty，indic atl ng
m em br a ne dam age ． Pro t ein synthesis wa s se v e r ely reduc ed while D N Aand R N Asyntheses w e re
u na脆cted． W ith incre a slng lnterV als bet w e en HpD e xposu r eand illu min atio n， nO Slgnificant
Slgn S Of m em bran eda m age were obse rv ed， While pro t ein synthe sis rem ain ed depre ss ed and D N A
Synthesis w as also redu c ed． T hese tim e
－ C O urS e Cha nge sin the photodyn a mic effbct indicated
Cha ngesin intr a c ellular HpD bindingloci a ndlor c el トbou nd HpD m ole c ula rfbr m ． T heser es ults
W e re thought tobe im po rta nt
． whe n conside ring the optl m al photoradiation po l nt a氏er HpD
administra tio nin orde rt o obtain the m a xim u mphotodynamic e恥ct clinica11y．
